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1 饲 粮 粗 蛋白 质 水 平 对 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 代谢 酶 活性 及 转运 载体 mRNA 表达 的 影响 
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3 (1. 西 南大 学 生物 饲料 与 分 子 营 养 实验 室 ， 重 庆 400715; 2. 西 南大 学 动物 科技 学 院 ， 重 庆 


4 400715) 
5 Ñ 要 本 试验 由 在 研究 饲 粮 粗 蛋白 质 CCP) 水 平 对 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 代谢 酶 活性 及 转 
6 ZR mRNA 表达 的 影响 。 选 用 28 日 龄 、 体 重 [〈7.0+0.5) kg] 相 近 、 健 康 的 “ 杜 x 长 x 大 ” 
7 ”杂交 断奶 仔猪 54 Sk CARES A 1/2) ， 随 机 分 为 3 组 [20% CP 组 〈 对 照 组 ) 、17% CP 组 和 
8 14% CP 组 ]， 每 组 18 个 重复 ， 每 个 重复 1 头 猪 。 预 试 期 7d4， 正 试 期 45 d。 正 试 期 的 第 10、 
9 254145 天 , 分 别 从 每 组 挑选 6 KRITER. MRR: 1) 试验 第 10 天 时 , 14% 和 17% 
r 10 CP 组 断奶 仔猪 的 肝脏 谷 草 转氨酶 (GOT) 活性 显著 低 于 对 照 组 CP<0.05) ; 14% CP 组 的 肝 


11 ERAMAN (GS) 活性 显著 低 于 其 他 2 组 (P<0.05) . 58 25 天 时 ，14% CP 组 的 肝 


12 ” 脏 GOT 和 GS 活性 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05) ; 14% 和 17% CP 组 的 肝脏 谷 丙 转氨酶 (GPT) 


13 AIA AA (GDH) 活性 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05) 。 第 45 天 时 ，14% CP 组 的 肝脏 


14 GPT 和 GS 活性 显著 低 于 其 他 2 组 (P<0.05) 。2) 试验 第 25 天 时 ，14% CP 组 断奶 仔猪 的 


15 ”肝脏 可 溶性 载体 6 家族 成 员 15 GSLC6A15 ) 和 可 溶性 载体 38 家 族 成 员 2(CSLC3842) 的 mRNA 


16 ”相对 表达 量 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.05) ; 14% 和 17% CP 组 的 肝脏 可 溶性 载体 36 家 族 成 员 1 


17 (SLC3641) 的 mRNA 相对 表达 量 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.05) 。 第 45 天 时 ，14% 和 17% CP 


18 ”组 的 肝脏 可 溶性 载体 6 家族 成 员 20 (SLC6420) 和 SLC38A42 的 mRNA 相对 表达 量 显著 低 于 


19 “对 照 组 (P<0.05) ; 14% CP 组 的 肝脏 SLC6415 的 mRNA 相对 表达 量 显著 低 于 其 他 2 组 


w 20 CP«0.05) 。 由 此 可 见 ， 饲 粮 CP 水 平 降低 3% 和 6% 可 以 降低 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 代 谢 酶 的 


21 ”活性 及 转运 载体 mRNA 的 相对 表达 量 。 
22 ”关键 词 ， 低 蛋白 质 饲 粮 ， 仔 猪 ， 肝 脏 ; 氨基 酸 代 谢 酶 ， 氨 基 酸 转运 载体 
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每 
25 ”所 带 来 的 氮 排 放量 在 1 800t 左右 。 因 此 ， 提 高 猪 对 和 蛋白质 的 利用 效率 ， 减 少 氮 排放 量 ， 具 
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重要 的 科学 和 社会 意 


义 。 目 前 ， 低 蛋白 质 饲 粮 是 降低 猪 氮 排放 量 的 通用 技术 。 研 究 表明 ， 


降低 1% 的 猪 饲 粮 粗 蛋 


白质 (crude protein, CP) 水 平 可 减少 8% 左 右 的 氮 排 放量 由。 在 补充 


必需 氨基 酸 的 情况 下 ， 饲 粮 CP 水 平 可 以 降低 2% 一 4% 而 不 影响 猪 的 生长 发 育 启 。 课 题 组 前 


期 研究 发 现 ， 降 低 饲 粮 CP 水 3 


重要 的 必需 氨基 酸 (EAA) MAR ys). EA 


酸 (Met) . BAR (Trp) MHAR (Thr) ] 会 显著 增加 EAA 在 肝脏 组 织 中 的 消耗 量 B1。 


ZR AUS UU 


究 饲 粮 CP 水 平 对 断奶 仔猪 用 


响 ， 为 阐明 低 和 蛋白 质 饲 粮 增 加 EAA 在 猪 肝脏 中 的 消耗 量 、 减 少 氮 排放 的 机 制 及 如 何 提 高 区 


F 脏 氨基 酸 代谢 


酶 活性 及 转运 载体 mRNA 表达 的 影 


奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 代谢 转化 效率 提供 科学 依据 。 


| 材料 与 方法 
Ll 试验 设计 与 试验 饲 粮 


选用 
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HAS. H8 


E[ (7.040.5) kg] 相 近 、 健 康 的 “ 杜 x 长 x 大 ”杂交 断奶 仔猪 54 k CA 


母 各 占 1/2) ， 随 机 分 为 3 组 [20% CP 组 〈 对 照 组 ) 、17% CP 组 和 1496 CP 组 ]， 每 组 18 个 


重复 ， 每 个 重复 1 头 猪 。17% 和 14% CP 组 添加 Lys、Met、Thr 和 Trp， 使 之 水 平 与 对 照 组 


致 。 基 础 饲 粮 参照 NRC (2012) 进行 配 和 


判 ， 试 验 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1. 


表 1 试验 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 风 干 基础 ) 
Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets (air-dry basis) % 
饲 粮 粗 蛋白 质 水 平 Dietary CP level/% 

项 目 Items 

20 17 14 
原料 Ingredients 
玉米 Corn 63.7 66.9 69.2 
豆粕 Soybean meal 21.0 18.0 17.8 
乳 清 粉 Whey powder 4.30 4.28 4.33 
鱼粉 Fish meal 8.00 5.00 
大 豆油 Soybean oil 0.70 2.50 4.00 
磷酸 氧 钙 CaHPO4 0.10 0.60 1.35 
石粉 Limestone 0.36 0.43 0.56 
食盐 NaCl 0.30 0.30 0.30 
HAR Lys 0.33 0.57 0.82 
EAR Met 0.09 0.17 0.27 
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HAR Thr 


EAR Trp 


预 混 料 Premix” 

合计 Total 

营养 水 平 Nutrient levels? 
消化 能 DE/(MJ/kg)? 


HEA CP 


和 蛋氨酸 + 半 胱 氨 酸 Met+Cys 


HAR Thr 


必需 氨基 酸 / 非 必需 


DP 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 The premix provided the following per kg of diets: 


TAR EAA/NEAA 


0.70 


0.20 0.30 
0.05 0.07 
1.00 1.00 
100.00 100.00 
14.60 14.60 
17.00 14.00 
1.23 1.23 
0.68 0.68 
0.73 0.73 
0.20 0.20 
0.71 0.70 
0.55 0.53 
0.80 0.90 
VA 10 500 


IU, VD4500IU, VE 5.4IU, VK 0.9 mg, VBe4.6 mg. VB120.016 mg， 生 物 素 biotin 0.05 


mg, HT HZ folic acid 0.29 mg, JE WMR nicotinic acid 29.2 mg, 泛酸 pantothenic acid 9.5 mg, 


胆 碱 choline 0.45 g, 核 黄 素 riboflavin 3.2 mg, 硫 腕 素 thiamine 1.0 mg, Zn (as zinc sulfate) 86 


mg, Fe (as ferrous sulfate) 97 mg, Mn (as manganese sulfate) 3.3 mg, Cu (as copper sulfate) 5.3 


mg, I (as potassium iodide) 0.14 mg, Se (as sodium selenite) 0.265 mg. 


2 消化 能 为 计算 值 ， 


measured values. 


饲养 


D 


1.2 E 


试验 在 


均 自 由 采 


L3 ”样品 采集 


试验 期 间 , 利用 四 分 } 
料 分析 及 饲料 质量 检测 技术 》 欠 


南大 学 动物 养殖 


(1.50 mx0.68 mx0.75 m) 中 进行 


饲养 ， 每 笼 1 头 。 养 殖 房 


法 采集 各 组 饲 粮 3 次 , 混合 
F 物 质 、CP、 钉 


检测 饲 粮 的 


食 、 饮 水 。 每 天 于 08:00. 18:00 进行 饲 咀 。 试 验 期 间 保 持 


百 粉 碎 过 40 
. BE. THAT 


温度 控制 


Hm, 常温 保存 。 参照 


其余 为 实测 值 。DE was a calculated value, while the others were 


基地 进行 。 预 试 期 74， 正 试 期 45 d. ws TER ELT SEO 
在 (25+1) C, WIAA 
a Ami. F 


燥 。 


F 维 和 氨基 酸 等 的 含量 。 
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于 正 试 期 的 第 10 Ky 25 和 45 天 ， 从 每 组 挑选 与 平均 体重 
采集 肝脏 样品 ， 液 氮 冷 冻 后 于 -80 保存 。 


宁 。 


1.4 检测 指标 


1.4.1 


重量 与 生理 盐水 体积 比 为 


比 色 法 测定 肝脏 组 织 中 谷 两 转氨酶 Cglutamic-pyruvic transaminase, GPT) 


肝脏 氨基 酸 代谢 酶 活性 


称 取 0.6~0.9 g 肝脏 组 织 ， 放 入 预先 添加 0.9% 冷 藏 生理 盐水 的 10 mL rp, HERE 


Tun 


1:9, AaB 


TK ES. 


离心 10 min， 吸 取 上 清 液 于 -20 'C 保 存 ， 待 测 各 种 氨基 酸 代谢 酶 的 活性 。 


匀 浆 结束 后 在 3 000 r/min, 4 CH] 


为 接近 的 6 头 仔猪 进行 必 


7i 


(C009-2) 、 


谷 草 转氨酶 Cglutamic-oxalacetic transaminase, GOT) (C010-2) ) 、 谷 所 酰胺 合成 酶 (glutamine 


synthetase, GS) 


的 活性 ， 上 述 指标 测定 所 月 


试剂 盒 均 购 自 南京 建成 


书 进行 。 


1.4.2 


1.4.2.1 


取 -80 保存 的 肝脏 组 织 置 于 冰 上 , MEKK 
磨 均 匀 后 将 粉末 状 肝脏 装 入 离心 管内 。 用 Total RNA 


磨 〈 防 止 肝脏 组 织 升 温 失 


肝脏 氨基 酸 转运 载体 mRNA 表达 


RNA 提取 及 cDNA 反 转 录 


(A047) 及 谷 氮 酸 脱氧 酶 (glutamic acid dehydrogenase, GDH) 


完 所 , 测定 方法 严格 根据 说 明 


生物 工程 看 


iE). fit 


FAY BS 7J 34 PE ZB 2H 832 


(A125) 


， 倒 入 液 氮 充 分 下 


Extractor 上 海 生 物 工程 有 限 公 司 ) 提 取 肝 脏 组 织 mRNA, 已 提取 的 肝脏 组 织 mRNA 用 MMLV 


First Strand cDNA Synthesis Kit (上 海 生 物 工 程 


1.4.2.2 引物 设计 


采用 Primer Premier 5.0 软件 进行 引物 设计 ，1 


上 海 生 物 工 程 有 限 公 司 合成 。 肝 脏 氨基 


限 公司 〉 进 行 反 转录 得 到 cDNA. 


酸 转 运载 体 可 溶性 载体 6 家 族 成 员 15 (solute carrier family 6 member 15, SLC6A15) ~ TJX 


性 载体 6 家 族 成 员 20 CSLC64200 、 可 溶性 载体 36 家 族 成 员 1 (SLC3641) 、 可 溶性 载体 


38 家 族 成 员 2 CSLC38A2) 


及 内 参 基因 


表 2 B 


因 的 引物 序列 


甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 CGAPDH) 的 引物 序列 见 表 2. 


的 基因 和 内 参 基 


Table 2 Primer sequences for target genes and reference gene 


天 


Genes 


产物 长 度 


Product length/bp 


Primer sequences 


引物 序列 


(5'—3') 


熔 解 温度 Melting 


temperature/C 


HY 


AES —3 OE o AE 


GAPDH 


F: GAAGGTCGGAGTGAACGGAT 


149 


63 


R: CATGGGTAGAATCATACTGGAACA 


:201812.00534v1 


chinaXiv 


93 


94 


可 溶性 载体 6 家 族 成 员 15 


F: GCTCAGGTGTTCTTTGCCTTA 


R: AGTGTTGCCAGGATGGAAGTA 


F: TGTCTGCCCACTGAATAGCA 


R: GGTGAGATGTTGAGGGTCTTG 


F: GGCATCTICTTCACCTACGC 


R: GGTCTATCACCAGCCTCCAA 


F: AATCCTTGGGCTTTCTTATGC 


R:CCTCCTTCATTGGCAGTCTT 
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59 


63 


63 


荧光 定量 PCR 反应 体系 为 50 uL, HPEH Hotstart Fluo-PCR mix 24 hbL， 上 下 游 引物 


各 2hL (25 umol/L) , cDNA 2 uL, ddH;O 20 uL. KIGE E PCR 反应 条 件 : 


94 CHEE 


4min, 94 'CAEfE 30s, 60-63 CEK 30s (根据 引物 最 适 温 度 而 定 ) ，72 C 延 促 30s， 共 


的 计算 ， 目 的 基因 的 相对 表达 量 =2 人 人 Ct,， 人 和 ACt=(Ct nies Ct nes) sen (Ct ns 


日 比较 Ct 法 进行 相对 定量 表达 差异 


pr CC 内 参 基因 ) 对 照 


Im 


E, HEH SAS 82 软件 进行 


因素 方差 分 析 


(one-way ANOVA) ，LSD 法 进行 多 重 比较 ， 结 果 以 “平均 值 土 标准 误 ” 表 示 。P<0.05 


43 $6 GPT/ CU/g prot) 


D V 


E 


Va 


140 
SLC6A15 
可 溶性 载体 6 家 族 成 员 20 
102 
SLC6A20 
可 溶性 载体 36 家 族 成 员 1 
103 
SLC36A1 
可 溶性 载体 38 家 族 成 员 2 
120 
SLC38A2 
1.4.2.3 KIG St PCR 
35 个 循环 。 反 应 试剂 均 购 自 上 海 生 物 工程 有 限 公 司 。 采 月 
a，2-^AAct 表 示 试 验 组 目的 基因 的 表达 量 相 对 于 对 照 组 的 变化 倍数 。 
1.5 数据 统计 分 析 
试验 原始 数据 用 Excel 2007 进行 整理 
2 结 R 
2. 4R CP 水 平 对 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 代 谢 酶 活性 的 影响 
A 
pez) 14% 
16 EXSSSICP 17% 
"T » Cer 20% 
2 pL! T 
> 
8 gr 
g , b 
& 'LE 
2 be 
0 j 
第 10 X 第 25 天 第 本 天 试验 天 数 
The 10m day ^ The25"day ^ The45'"day Test days 


第 10 天 第 25 天 第 45 天 试验 天 数 
The 10mday ^ The25"^day The45tday Test days 


EZZICP 14% 
ESSI CP 1796 
i C ]CP20% 
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111 


112 
113 
114 
115 


谷 氨 酰胺 合成 酶 GS/ (U/mg prot) 


„6 


[ePICP 14% 
a Em 


ap ICP 20% 


第 45 天 ”试验 天 数 


1 
第 10 天 25 天 


The 10m day The 25"day  The45^day Test days 


RARAN GDH/ (nmol/mg prot? 


200 r 
160 f Ti " a 
80 F 


40 F 
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EZACP 14% 
EZAC 17% 
a CL 1cp20% 


[ | LT 


1 | j 
第 10 X 第 25 天 BAS WARM 
The 10 day The 2Su day The 4S$u day Test days 


图 1 饲 粮 CP 水 平 对 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 代谢 酶 活性 的 影响 


Fig.l Effects of dietary CP level on the activities of amino acid metabolic enzymes in liver of 


weaned piglets 


由 图 1 可 知 ， 试 验 第 10 KIN, 1496940 17% CP 组 断奶 仔猪 的 肝脏 GOT 活性 显著 低 于 对 


照 组 (P«0.050 ; $8 25 天 时 ，14% CP 组 的 肝脏 GOT 活性 显著 低 于 其 他 2 组 (P<0.05) 。 


第 25 天时，14% 和 17% CP 组 的 GPT HGH 


显著 低 于 对 照 组 (P<0.05) ; 第 45 天 时 ，14% CP 


组 的 肝脏 GPT 活性 显著 低 于 其 他 2 组 CP<0.05) 。 试 验 期 第 10 和 45 天 时 ，14% CP 组 的 肝 


AE GS 活性 显著 低 于 其 他 2 组 (P<0.05) ; 第 25 天 时 ，14% CP 组 的 肝脏 GS 活性 显著 低 于 


XTRZH CP<0.05) . 58 25 天 时 , 14% 和 17% CP 组 的 肝脏 GDH 活性 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05)。 


2.2 ”断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 转运 载体 mRNA 表达 


2.2.1] BIER PCR 扩 增 | 


| 线 和 溶解 曲线 分 析 


由 图 2 可知， 在 G4PDH、SLC6415、SLC6420、SLC3641 及 SLC38A2 的 扩 增 过 程 中 ， 


基线 平稳 ， 说 明 产 生 干 扰 的 信号 小 。 此 外 ， 扩 增 中 设计 的 非 模 板 对 照 (NTC〉 为 平稳 直线 ， 
说 明 试 验 过 程 中 溶液 没有 污染 和 引物 二 具体 出 现 。 
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2 荧光 定量 PCR 扩 增 曲线 


Fig.2 Amplification curve of fluorescence quantitative PCR 
由 图 3 可 知 ， 在 GAPDH, SLC6A15. SLC6A420. SLC36A1 及 SLC38A2 的 溶解 曲线 中 均 


显示 出 一 个 单一 尖锐 峰 ， 说 明 扩 增 过 程 中 没有 产生 非特 异性 产物 ， 引 物 特异 性 较 好 。 
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3 It RE HE PCR 溶解 曲线 
Fig.3 Dissolution curve of fluorescent quantitative PCR 


2.22 fW CP 水 平 对 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 转运 载体 mRNA 表达 的 影响 


由 表 3 可 知 ， 试 验 第 23 和 45 天 时 ，14% CP 组 断奶 仔猪 的 肝脏 SLC6415 的 mRNA 相 
对 表达 量 显著 低 于 其 他 2 组 (P<0.05) ; 第 25 天 时 ，14% 和 17% CP 组 的 肝脏 SLC36A1 的 


mRNA 相对 表达 量 显著 低 于 对 照 组 CP«0.05) , 14% CP 组 的 肝脏 SLC38A2 的 mRNA 相对 
表达 量 显著 低 于 对 照 组 CP<0.05); 第 45 天 时 ,14% 和 17% CP 组 的 肝脏 SLC6A20 和 SLC38A2 


的 mRNA 相对 表达 量 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.05) 。 


X3 "m CP 水 平 对 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 转运 载体 mRNA 表达 的 影响 
Table 3 Effects of dietary CP level on the mRNA expression of amino acid transporters in liver 


of weaned piglets 


饲 粮 粗 蛋白 质 水 平 Dietary CP level/% PÄ 
项 目 Items SEM 
20 17 14 P-value 
第 10 天 The 10? day 
可 溶性 载体 6 家 族 成 员 15 SLC6A15 1.11 0.92 0.81 0.13 0.32 


z] 


J] 溶性 载体 6 家 族 成 员 20 SLC6A20 1.51 1.20 1.12 0.29 0.23 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


187 


188 


189 


190 


19] 


192 


193 


可 溶性 载体 36 家 族 成 员 1 SLC36A1 1.68 1.70 1.62 0.07 0.08 


可 溶性 载体 38 家 族 成 员 2 SLC38A2 1.59 1.57 1.21 0.33 0.17 


第 25 天 The 25" day 


可 溶性 载体 6 家 族 成 员 15 SLC6415 1.07* 1.078 0.76° 0.08 <0.05 
可 溶性 载体 6 家 族 成 员 20 SLC6A20 1.61 1.41 1.07 0.19 0.19 
可 溶性 载体 36 家 族 成 员 1 SLC36A1 1.53? 1.26? 1.04° 0.10 <0.05 
可 溶性 载体 38 家 族 成 员 2 SLC38A2 1.408 1.20% 1.11° 0.12 <0.05 


第 45 天 The 45" day 


可 溶性 载体 6 家 族 成 员 15 SLC6A15 0.75a 0.754 0.55° 0.06 <0.05 
可 溶性 载体 6 家 族 成 员 20 SLC6A20 1.77a 1.35° 1.04* 0.17 «0.05 
可 溶性 载体 36 家 族 成 员 1 SLC36A1 1.51 1.28 1.04 0.20 0.14 

可 溶性 载体 38 家 族 成 员 2 SLC38A2 1.508 1.19° 0.97° 0.05 <0.05 


同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 CP<0.05) 。 

In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference 
(P«0.05). 
3 iW ie 
3.1 MAAR CP 水 平 对 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 代 谢 酶 活性 的 影响 

本 试验 结果 显示 ， 断 奶 仔猪 肝脏 GOT 和 GPT 活性 随 饲 粮 CP 水 平 的 升 高 而 增加 。GOT 
义 称 天 门 冬 氨 酸 氨基 转移 酶 ， 可 以 催化 a- 酮 戊 二 酸 -KG 和 天 冬 氨 酸 Asp) ERRAR 

(Glu) 和 草 酰 乙酸 。GPT 又 名 谷 氨 酸 转氨酶 ， 可 以 催化 -KG MAAR CAla) 形成 Glu 与 

AMR. GOT 和 GPT 是 氨基 酸 代谢 转化 过 程 中 的 重要 酶 ， 且 在 肝脏 内 活性 较 高 。GOT 和 
GPT 主要 存在 于 细胞 内 ， 当 组 织 细胞 受到 损害 时 ，GOT 和 GPT 就 会 通过 细胞 流入 血液 ， 因 
此 GOT 和 GPT 是 检验 肝脏 功能 的 一 个 重要 指标 外 有关 饲 粮 CP 水 平 对 猪 肝 脏 GOT 和 GPT 
活性 影响 的 报道 结果 并 不 一 致 。 罗 钧 秋 多 研究 表明 ， 当 蛋白 质 营 养 供应 不 足 时 ， 会 导致 猪 肝 
脏 合 成 蛋白 质 的 能 力 受 到 损伤 ， 导 致 血浆 GOT 和 GPT 活性 显著 增加 。 罗 洪 明 中 报道 认为 ， 
随 饲 粮 CP 水 平 的 增加 ， 和 仔猪 血浆 GOT 和 GPT 活性 呈 先 增加 后 下 降 再 增加 的 趋势 。 从 以 上 
研究 报道 可 以 看 出 ， 判 定 CP 水 平 对 GOT 和 GPT 活性 的 影响 ， 需 要 明确 饲 粮 CP 水 平 处 于 
何 种 状态 (正常 、 过 营养 、 缺 乏 ) ， 处 于 不 同 状态 降低 或 增加 相同 水 平 的 CP 对 机 体 GOT 
和 GPT 活性 的 影响 是 不 同 的 。 本 研究 表明 ， 降 低 饲 粮 CP 水 平 可 能 会 减少 仔猪 肝脏 中 Glu 
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194 WERE. 

195 本 研究 显示 ， 降 低 饲 粮 CP 水 平 会 降低 断奶 仔猪 肝脏 GS 和 GDH 活性 。GS 2&2 5 9X 
196 ” 谢 的 一 种 关键 酶 ， 存 在 于 所 有 生物 体内 ， 催 化 L-Glu 转化 为 谷 氨 酰胺 (GlIn〉 B. GS 在 机 体 
197 上 共有 重要 的 作用 ,不 仅 能 够 参与 组 织 间 氮 的 运输 ， 降 解体 内 高 浓度 的 氨 , 而 且 还 能 够 维持 
198 ”机 体 的 酸 大 平衡 。GDH 广泛 存在 于 肝脏 组 织 中 ， 在 氨基 酸 氧化 脱 氨基 反应 过 程 中 具有 重 
199 ”作用 。 一 般 情况 下 ，GDH 可 催化 %- 亚 氨基 成 二 酸 合成 Gu。 此 外 ， 在 氨基 酸 脱 氮 基 反 应 过 
200 F, GDH 能 够 和 转氨酶 形成 Gln FIA AER, FFARR! SEEK TRIE, TAL 
201 ”不 同 氨基 酸 组 成 对 猪 血 浆 GDH 活性 的 影响 不 显著 ， 结 合 本 试验 结果 《降低 饲 粮 CP 水 平 会 
202 ”降低 肝脏 GDH 和 GS 活性 ) 可 以 推测 , 饲 粮 氨 基 酸 的 数量 对 肝脏 GDH 和 GS 活性 具有 重要 


78 


203 ”影响 。 

204 32 f CP 水 平 对 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 转 运载 体 mRNA 表达 的 影响 

205 本 研究 结果 显示 ， 所 检测 的 4 种 氨基 酸 转 运载 体 的 mRNA 相对 表达 量 均 在 不 同 程度 上 
206 BEIJAR CP 水 平 的 降低 而 降低 。 SLC6A15 是 可 溶性 载体 6 家 族 (solute carrier family 6, SLC6) 
207 ”的 成 员 之 一 ， 是 一 种 结合 Na* 和 Cl 的 中 性 氨基 酸 转运 载体 。Uhl 等 中 于 1992 ERI T 


208 ”SLC6A15, 并 依据 其 在 SLC6 的 作用 ,将 其 命名 为 SLC6A15、BoAT2、SBATI1 或 V7-3。Takanaga 


209 ”等 0 研究 证 实 ，SLC6A15 AY LAVA HANE Pro) ~ Met, AAR (Leu) . WAR (Val) 
210 和 异 亮 氨 酸 (lle〉 的 代谢 转化 。Hiigglund 等 0 研究 发 现 ，SLC6A15 可 以 改变 Leu 的 浓度 ， 
211 ”从 而 调节 机 体 器 官 内 的 能 量 代 谢 。Drgonova 等 n3 研 究 表 明 ， 敲 除 小 鼠 的 SLC6415 基因 导致 
212 ”Leu 和 Pro 摄取 量 分 别 下 降 40% 和 15%. Hägglund 等 4 研究 发 现 ，SLC6415 的 mRNA 表达 


v 213 ”主要 在 大 脑 ， 在 肌肉 、 肠 道 、 肝 脏 和 了 眼睛 中 也 能 检测 到 部 分 SLC6A15 的 mRNA 表达 


Hj 


214 SLC6A20 又 名 SIT1， 是 一 种 结合 Na+ 和 CL 的 氨基 酸 转运 载体 。SLC6A20 主要 分 布 于 
215 ”哺乳 动物 的 肠 道 和 肾脏 中 ， 是 Pro 代谢 过 程 中 的 重要 成 分 ， 其 通过 结合 Gu, AR Arg) 
216 ”和 其 他 氨基 酸 而 影响 机 体 的 糖 稳 态 和 能 量 稳 态 W314。 研究 发 现 ，SLC6A20 在 肾脏 中 可 调节 
217 “” 开 型 糖尿 病 u1。 此 外 ， 亚 氨基 甘氨酸 尿 症 与 SLC6420 的 突变 也 存在 一 定 的 联系 N99。 由 于 
218 | SLC6A20 发 现 的 比较 晚 ， 目 前 关于 其 在 肝脏 中 的 调节 机 制 报道 较 少 。 

219 SLC3641 又 名 P4T1， 是 一 种 编码 质子 结合 氨基 酸 的 转运 载体 ， 其 主要 分 布 于 肠 道 和 肾 
220 ” 脏 中 ,在 肝脏 中 也 有 少量 的 mRNA 表达 05。.SLC36A1 能 够 转运 机 体内 Ala. Pro. HAIR (Gly) 
221 ”等 各 类 小 氨基 酸 。 在 一 定 H' 浓 度 条 件 下 ，SLC36A1l 选择 性 激活 Nai/H' 交 换 体 I 开 产 生 亚 氨基 
222 B, 从 而 使 机 体内 AR ESE RE ETE FS KOOP). Chen 等 PC9 研 究 发 现 , SLC3641 在 人 体 的 小 肠 、 
223 ”大 脑 、 肝 脏 、 举 丸和 肾脏 组 织 中 均 有 表达 。 


224 


225 


226 


227 


228 


229 


230 


231 


232 


233 


234 


235 


236 


237 


238 


239 


240 


241 


242 


243 


244 


245 


246 


247 


248 


249 


250 


251 


252 


253 


SLC38A2 是 SLC6 家 族 成 员 之 一 , 它 是 一 种 Nat PRAT PE Ez RR, 存在 于 哺 
乳 动物 组 织 中 。SLC3842 几乎 在 所 有 细胞 类 型 中 都 能 表达 PU。Ortiz 等 2 研究 发 现 ， 给 大 鼠 
饲 喂 高 蛋白 质 饲 粮 可 以 增加 SLC3842 的 表达 , 这 表明 SLC38A2 能 够 将 机 体内 多 余 和 蛋白 质 通 
过 氨基 酸 的 形式 进行 氧化 分 解 。Conti 等 3 研究 表明 ，SLC38A2 能 够 结合 Gln 进入 细胞 内 ， 
并 参与 Glu-Gln 代谢 循环 。 本 试验 研究 发 现 ， 断 奶 仔猪 肝脏 SLC3842 的 mRNA 相对 表达 量 
随 饲 粮 CP 水 平 的 增加 而 增加 ， 这 与 Ortiz 等 忆 的 研究 结果 相 一 致 。 

仔猪 肝脏 氨基 酸 转 运载 体 的 mRNA 相对 表达 量 随 饲 粮 CP 水 平 的 变化 趋势 与 氨基 酸 代 
谢 酶 活性 的 变化 趋势 一 致 。 总 体 来 看 ， 降 低 饲 粮 CP 水 平 3% 和 6% 会 减少 某 些 氨 基 酸 (如 
Glu, Pro, Arg. Leu 等 ) 进入 肝 细 胞 的 数量 ， 从 而 降低 这 些 氨基 酸 在 肝脏 中 的 代谢 速率 。 


um, 


4 4 ie 


CD 饲 粮 CP 水 平 降低 3% 和 6% 会 显著 降低 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 代谢 酶 (GOT. GPT. 
GS、GDH) 活性 。 
(2) faf CP 水 平 降低 3% 和 6% 会 显著 降低 断奶 仔猪 肝脏 氨基 酸 转 运载 体 (SLC6415、 
SLC6A420. SLC36A1. SLC38A2) 的 mRNA 相对 表达 量 。 
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Effects of Dietary Crude Protein Level on Activities of Amino Acid Metabolic Enzymes and 
mRNA Expression of Amino Acid Transporters in Liver of Weaned Piglets 
ZHANG Xiangxin' CHEN Cheng? TANG Zhirul” ZHEN Jifu!* XU Qingqing? SUN 
Zhihong!?* 

(1. Laboratory of Bio-Feed and Molecular Nutrition, Southwest University, Chongqing 

400715, China; 2. College of Animal Science and Technology, Southwest University, 

Chongqing 400715, China) 

Abstract: The aim of this study was to determine the effects of dietary crude protein (CP) level on 
activities of amino acid metabolic enzymes and mRNA expression of amino acid transporters in 
liver of weaned piglets. Fifty-four 28-days-old healthy “DurocxLandracex Yorkshire” hybrid 
weaned piglets (males and females in half) with the similar body weight [(7.040.5) kg] were 
randomly allotted to 3 groups [20.0% CP group (control group), 17.0% CP group and 14.0% CP 


group], and 18 replicates per group and 1 pig per replicate. The pre-trial lasted for 7 days, and the 
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trial lasted for 45 days. Six piglets were selected from each group and slaughtered at the 10* day, 
the 25 day and the 45" day, respectively. The results showed as follows: 1) at the 10" day, the 
activity of glutamic-oxaloacetic transaminase (GOT) in liver of weaned piglets in groups 14% and 
17% CP was significantly lower than that in control group (P<0.05), and the activity of glutamine 
synthetase (GS) in liver in group 14% CP was significantly lower than that in the other 2 group 
(P<0.05). At the 25" day, the activities of GOT and GS in liver in group 14% CP were 
significantly lower than those in control group (P<0.05), and the activities of glutamic-pyruvic 
transaminase (GPT) and glutamic acid dehydrogenase (GDH) in liver in groups 14% and 17% CP 
were significantly lower than those in control group (P<0.05). At the 45" day, the activities of 
GPT and GS in liver in group 14% CP were significantly lower than those in the other 2 groups 
(P«0.05). 2) At 25" day, the mRNA relative expressions of solute carrier family 6 member 15 
(SLC6A15) and solute carrier family 38 member 2 (SZC38A2) in liver of weaned piglets in group 
14% CP were significantly lower than those in control group (P«0.05), and the mRNA relative 
expression of solute carrier family 36 member 1 (SZC36A1) in liver in groups 14% and 17% CP 
was significantly lower than that in control group (P<0.05). At 45^ day, the mRNA relative 
expressions of solute carrier family 6 member 20 (SLC6A420) and SLC3842 in liver in groups 14% 
and 17% CP were significantly lower than those in control group (P<0.05), and the mRNA relative 
expression of SLC6A15 in liver in group 14% CP was significantly lower than that in the other 2 
group (P<0.05). In conclusion, reducing dietary CP level by 3% and 6% can reduce the activities 
of amino acid metabolic enzymes and the mRNA relative expressions of amino acid transporters 
in liver of weaned piglets. 
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